Combination of radiotherapy and target drug vemurafenib on melanoma cells in vitro by Smešnik, Maja
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
ZDRAVSTVENA FAKULTETA 
RADIOLOŠKA TEHNOLOGIJA, 2. STOPNJA 
Maja Smešnik 
KOMBINACIJA RADIOTERAPIJE S TARČNIM 
ZDRAVILOM VEMURAFENIB PRI MELANOMSKIH 
CELICAH IN VITRO 
Ljubljana, 2018 
  
 
  
  
  
  
 
  
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
ZDRAVSTVENA FAKULTETA 
RADIOLOŠKA TEHNOLOGIJA, 2. STOPNJA 
Maja Smešnik 
KOMBINACIJA RADIOTERAPIJE S TARČNIM 
ZDRAVILOM VEMURAFENIB PRI MELANOMSKIH 
CELICAH IN VITRO 
Magistrsko delo 
COMBINATION OF RADIOTHERAPY AND TARGET 
DRUG VEMURAFENIB ON MELANOMA CELLS IN 
VITRO 
M. Sc. Thesis 
Mentor: prof. dr. Gregor Serša, univ. dipl. biol. 
Somentorica: dr. Vesna Todorović, univ. dipl. biokem. 
Recenzent: doc. dr. Maja Čemažar, univ. dipl, biol. 
Ljubljana, 2018 
  
  
  
ZAHVALA 
Vsak uspeh je kot sestavljanka velikih in majhnih zmag, odkritij in oseb, ki so pripomogle k 
uresničitvi posamezne zmage in končnemu uspehu. Oseb, s katerimi deliš svoje interese, 
misli in cilje ter ob katerih se zaveš, da nobena zmaga ni nedosegljiva.  
Zahvaljujem se mentorju prof. dr. Gregi Serši za usmerjanje in nasvete pri pisanju 
magistrskega dela.  
Zahvaljujem se somentorici dr. Vesni Todorović za pomoč in nasvete pri praktičnem delu 
v laboratoriju in pri pisanju magistrskega dela. Zahvaljujem se ji za njeno dosegljivost in 
motivacijo.  
Posebna zahvala gre moji družini ter fantu Gregi, ki so mi v času študija vedno stali ob 
strani in me spodbujali. Hvala vam za spodbudo pri pisanju dela, saj brez vas danes z 
nalogo ne bi bila tu, kjer sem. Magistrsko nalogo posvečam vam: ati, mami, Mateja, Mitja 
in Grega.  
Hvala vsem.  
  
 
 
  
  
  
  
IZVLEČEK 
Uvod: Maligni melanom je vrsta kožnega raka, ki se razvije iz maligno transformiranih 
melanocitov v epidermisu kože. Bolezen velja za eno bolj agresivnih in na zdravljenje 
neobčutljivih malignih obolenj. Pri zdravljenju malignega melanoma se poleg standardnih 
metod zdravljenja uveljavljajo tudi novejše metode. Ena od teh je tarčno zdravljenje. 
Tarčno zdravilo pri zdravljenju malignega melanoma je Zelboraf; zdravilna učinkovina je 
vemurafenib. Namen: Namen magistrskega dela je ugotoviti, ali se s kombinacijo 
radioterapije in vemurafeniba pri malignem melanomu z in brez prisotne mutacije v genu 
braf zmanjša delež preživelih celic v primerjavi s posamezno izpostavitvijo celic 
radioterapiji in vemurafenibu. Ugotoviti želimo, katera vrsta celic je na kombinacijo bolj 
občutljiva. Metode dela: Pri deskriptivni metodi dela smo pregledali obstoječo relevantno 
domačo in tujo strokovno literaturo v podatkovnih bazah, ki je bila objavljena v 
recenziranih revijah. Ključne besede iskanja so bile: BRAF inhibitors, combination of 
BRAF inhibitors and radiotherapy, CHL-1, SK-MEL-28, melanoma. Pri empiričnem delu 
smo uporabili kvantitativno metodo test klonogenosti. Eksperimente smo opravili na dveh 
melanomskih celičnih linijah SK-MEL-28 in CHL-1 in vitro. Rezultati: Ugotovili smo, da 
je stopnja preživetja celic SK-MEL-28 z mutacijo v genu braf ob izpostavitvi 
vemurafenibu in pri kombinaciji obsevanja z vemurafenibom nižja od preživetja celic 
CHL-1 brez mutacije. Pri celični liniji SK-MEL-28 smo opazili citotoksični učinek 
vemurafeniba, medtem ko pri celični liniji CHL-1 citotoksičnega učinka nismo opazili niti 
pri najvišjih koncentracijah. To kaže na selektiven učinek vemurafeniba v prisotnosti 
mutacije braf. Pri kombinirani izpostavitvi celic SK-MEL-28 obsevanju z vemurafenibom 
smo opazili, da je stopnja preživetja celic manjša kot pri posameznemu načinu 
izpostavitve. Stopnja preživetja celic SK-MEL-28 pri dozi 2 Gy ter koncentraciji 
vemurafeniba 0,05 µM je bila 40-odstotna. Razprava in sklep: Rezultati raziskave kažejo, 
da so melanomske celice SK-MEL-28 s prisotno mutacijo braf bolj občutljive na 
kombinirano zdravljenje obsevanja z vemurafenibom kot melanomske celice CHL-1 brez 
mutacije braf. Zaradi potencialnega sinergističnega učinka teh dveh metod zdravljenja je 
njuna kombinacija pri zdravljenju malignega melanoma z mutacijo braf smiselna. Rezultati 
so bili pridobljeni na primeru dveh celičnih linij in vitro. Za podrobnejšo analizo 
kombiniranega zdravljenja malignega melanoma z radioterapijo in vemurafenibom bi bilo 
smiselno raziskavo razširiti tudi na druge celične linije malignega melanoma tako in vitro 
  
kot tudi in vivo. Raziskave z višjimi koncentracijami vemurafeniba bi lahko zagotovile 
boljše rezultate opazovanj zdravljenja.  
Ključne besede: braf, kombinirano zdravljenje, maligni melanom, obsevanje, 
radioterapija, vemurafenib, CHL-1, SK-MEL-28. 
 
  
  
ABSTRACT 
Introduction: Malignant melanoma is a type of skin cancer that develops from 
malignantly transformed melanocytes in the epidermis. Melanoma is one of the most 
aggressive types of skin cancer. It is also less sensitive to treatment. In addition to standard 
methods of treatment, new therapeutic approaches are introduced, one being targeted 
treatment. Target drug or malignant melanoma treatment is Zelboraf (active substance is 
vemurafenib). Aim: The aim of the master's thesis was to establish whether the 
combination of radiotherapy and vemurafenib in malignant melanoma with or without 
mutations in the gene braf reduces cell survival compared to individual exposure to 
radiotherapy and vemurafenib. Our goal is to determine which types of cells are more 
sensitive to the combined treatment approach. Methods: In descriptive methods, we 
reviewed existing relevant peer-reviewed literature in databases. The keywords were: 
BRAF inhibitors, combination of BRAF inhibitors and radiotherapy, CHL-1 and SK-MEL-
28, melanoma. In the empirical part, clonogenic assay was used as a quantitative method. 
The experiments were performed on two melanoma cell lines SK-MEL-28 in CHL-1 in 
vitro. Results: We demonstrated a lower survival of SK-MEL-28 cells after exposure to 
vemurafenib and combination of radiotherapy with vemurafenib than the survival rates of 
CHL-1 cells. The cytotoxic effect of vemurafenib was observed in SK-MEL-28 cell line, 
but not CHL-1 cell line. These results show the selective effect of vemurafenib in the 
presence of braf mutation. After exposure of SK-MEL-28 cells to combination of 
vemurafenib and radiotherapy, the survival of these cells was lower than after exposure to 
either treatment alone. The survival of SK-MEL-28 cells at a radiation dose of 2 Gy and 
the concentration of vemurafenib 0.05 μM was 40%. Discussion and conclusions: The 
results of this study show that SK-MEL-28 melanoma cells with braf mutation are more 
sensitive to the combination of vemurafenib and radiotherapy than CHL-1 melanoma cells 
without braf mutation. Due to the potential synergistic effect of this combined therapeutic 
approach, it is reasonable to use this combined therapeutic approach for the treatment of 
malignant melanoma with braf mutation. These results were demonstrated on two cell lines 
with or without braf mutation in vitro. For a more detailed analysis and possible side 
effects of the combined vemurafenib and radiotherapy approach for treatment of malignant 
melanoma, the survival of other malignant melanoma cell lines with or without braf 
mutation should be evaluated in vitro and in vivo. Experiments with higher concentrations 
of vemurafenib could provide more detailed treatment observations. 
  
Keywords: braf, combination therapy, malignant melanoma, irradiation, radiotherapy, 
vemurafenib, CHL-1, SK-MEL-28. 
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1 UVOD  
Maligni melanom je vrsta kožnega raka, ki se razvije iz maligno transformiranih 
melanocitov v epidermisu kože. Bolezen velja za eno bolj agresivnih in na zdravljenje 
neobčutljivih malignih obolenj (Primic Žakelj et al., 2007). Stopnja incidence in 
umrljivosti za malignim melanomom v razvitem svetu konstantno narašča, zato je bolezen 
postala resen javnozdravstveni problem (Primic Žakelj et al., 2007). Za nižanje stopnje 
umrljivosti bolnikov z melanomom so ključnega pomena multidisciplinaren pristop, 
zgodnja diagnostika ter zgodnji pričetek zdravljenja bolezni (Lešničar et al., 2009). 
Trenutno se za zdravljenje raka uporabljajo različni načini, med katere štejemo lokalno 
(kirurško zdravljenje, radioterapija), sistemsko (kemoterapija in hormonsko zdravljenje) ter 
kombinirano zdravljenje. Kombinirano zdravljenje je način zdravljenja, kjer za zdravljenje 
kombiniramo vsaj dve metodi (Stephens in Aigner, 2009; Strojan et al., 2009). Ena izmed 
potencialnih novejših metod kombiniranega zdravljenja je kombinacija radioterapije s 
tarčnimi zdravili. Sam način zdravljenja je v praksi redek, saj se tarčna zdravila še razvijajo 
in njihova uporaba raziskuje (Zhuang et al., 2014; Selzer in Kornek, 2013). Raziskave na 
področju kombiniranega zdravljenja tumorjev z radioterapijo v kombinaciji s tarčnim 
zdravili so nujno potrebne, saj je na omenjenem področju še veliko neraziskanega. Pri 
tarčnem zdravljenju so ključni izbira zdravila, izbor pacientov, primernih za terapijo, čas 
dajanja zdravila ter stranski učinki. Omenjena kombinacija zdravljenja ima ob zadostnemu 
številu opravljenih raziskav svetlo prihodnost (Zhuang et al., 2014).  
Radioterapija se kot že uveljavljena metoda ukvarja z lokalnim zdravljenjem malignih in 
nemalignih obolenj s pomočjo ionizirajočega sevanja. Glavni cilj pri zdravljenju z 
radioterapijo je obsevati tumor z vnaprej točno določeno dozo sevanja ob upoštevanju, da 
prizadenemo čim manj okoliškega zdravega tkiva (Strojan et al., 2009). Kot posledica 
novih odkritij na področju molekularne biologije se v zdravljenju raka uvajajo tudi nove 
metode, kot sta biološko (imunoterapevtiki in tarčno zdravljenje) ter gensko zdravljenje 
(Besić, 2009; Kočevar et al., 2010; Snoj in Čufer, 2007). Uporaba tarčnih zdravil kot ena 
izmed metod zdravljenja se je razvila na podlagi novih odkritij o lastnostih tumorskih celic 
in njihovega mikrookolja. Glavna lastnost tarčnega zdravila, kot že samo ime pove, je, da 
deluje na točno določeno tarčo v tumorskih celicah. Tako lahko razdelimo tarčna zdravila v 
skupine glede na tarčo oziroma glede na signalno pot, na katero delujejo (Snoj in Čufer, 
2007).  
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Eno od že odobrenih tarčnih zdravil v klinični praksi je Zelboraf. Odobrila ga je FDA (ang. 
Food and Drug Administration) leta 2011. Zdravilna učinkovina v omenjenem zdravilu je 
vemurafenib. Zdravilo se uporablja pri odraslih bolnikih z melanomom, ki imajo 
diagnostično potrjeno mutacijo V600E gena braf (da Rocha et al., 2013).  
Da se nov pristop zdravljenja uvede v klinično okolje, ga je potrebno raziskati na 
predkliničnem nivoju. S predkliničnimi raziskavami se ukvarja eksperimentalna 
onkologija. Strokovnjaki na omenjenem področju preučujejo nastanek raka, njegove 
biološke in molekularne lastnosti ter učinke različnih pristopov zdravljenja na 
eksperimentalnih in tudi spontanih tumorjih laboratorijskih živali. Raziskave v 
eksperimentalni onkologiji se izvajajo na različnih celičnih kulturah in vitro, 
laboratorijskih živalih in vivo in na bioloških vzorcih bolnikov (Čemažar, 2015). 
Test klonogenosti je bil razvit v 60. letih prejšnjega stoletja in je test za določanje 
reprodukcijske sposobnosti celic. Tumorske celice, ki so ohranile reprodukcijsko 
sposobnost, so odgovorne za ponoven pojav tumorja in neuspešno zdravljenje. S testom 
klonogenosti lahko določimo stopnjo preživetja celic po izpostavitvi različnim 
potencialnim terapevtskim učinkovinam ali obsevanju (Rafehi et al., 2011). 
V študiji smo uporabili humani celični liniji malignega melanoma CHL-1 in SK-MEL-28. 
Celična linija CHL-1 ima divji tip braf, celična linija SK-MEL-28 pa mutiran braf 
(mutacija V600E) (ATCC, 2014a; ATCC, 2014b).  
1.1 Maligni melanom 
Maligni melanom je vrsta kožnega raka, ki nastane z maligno transformacijo melanocitov 
v epidermisu kože. Melanociti so pigmentne celice nevroektodermalnega izvora, ki jih 
najdemo v bazalni plasti epidermisa, v nekaterih sluznicah, bazalni plasti očesne mrežnice 
in na možganskih ovojnicah. Navadno se pojavi na zdravi koži, a lahko pride do maligne 
spremembe melanocitnih prirojenih ali pridobljenih nevusov (Primic Žakelj et al., 2007). 
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1.1.1 Incidenca malignega melanoma 
Incidenca malignega melanoma tako v svetu kot pri nas v zadnjih petih desetletjih strmo 
narašča. Bolezen postaja resen javnozdravstveni problem, saj za njo zbolevajo tudi mlajše 
generacije. Glede na geografsko lego je incidenca najvišja v Avstraliji in Novi Zelandiji, 
sledita Severna Amerika in severna Evropa; najnižja je v Aziji (Primic Žakelj et al., 2007).  
Glede na pojavnost se maligni melanom v Sloveniji trenutno uvršča na sedmo mesto. 
Tveganje je najvišje v osrednji in zahodni Sloveniji. V zadnjih letih je maligni melanom v 
porastu pri ženskah v starostni skupini od 30 do 34 let, pri moških pa po 60. letu starosti 
(Primic Žakelj et al., 2007).  
Poročilo Registra raka Slovenije navaja, da je bila incidenčna stopnja na 100.000 
prebivalcev v letih 2004 – 2008 za moške 18,7 in za ženske 20,9. V letih 2009 – 2013 je 
bila incidenčna stopnja za moške 24,3 in za ženske 24,0. Za leto 2016 je ocenjena 
incidenčna stopnja na 100.000 ljudi po 95-odstotnem napovednem intervalu za moške 32 
ter za ženske 27 (slika 1) (Rak v Sloveniji, 2013).  
 
Slika 1: Incidenca malignega melanoma v Sloveniji v obdobju 1961- 2013 (Slora, 2017) 
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1.1.2 Etiologija malignega melanoma 
Nastanek malignega melanoma je pogojen z različnimi notranjimi in zunanjimi dejavniki 
tveganja. Prisotnost dejavnikov tveganja za nastanek malignega melanoma še ne pomeni, 
da se bo maligni melanom razvil; veča se samo tveganje za njegov nastanek.  
Glavni dejavnik tveganja za nastanek malignega melanoma so ultravijolični (UV) žarki. 
Znak izpostavljenosti ter poškodbe kože zaradi žarkov UV je porjavelost kože. Vir žarkov 
UV so sončna svetloba in solariji. Glede na samo izpostavljenost govorimo o dveh vrstah 
izpostavljenosti: poklicni ali kronični in rekreacijski ali intermitentni. Glede na način 
izpostavljenosti tako govorimo o dveh vrstah melanoma. Melanom pri kronični 
izpostavljenosti žarkom UV se pojavlja pri starejših ljudeh ter na izpostavljenih mestih, kot 
je obraz, in ima boljšo prognozo. Melanom pri intermitentni izpostavljenosti se pojavlja pri 
mlajših ter v splošnem na trupu in ima slabšo prognozo (Bilban, 2011).  
Drug dejavnik tveganja so pigmentna znamenja, ki se na koži pojavijo v času otroštva in 
mladostništva. Večje, kot je število znamenj, večje je tveganje za nastanek malignega 
melanoma. Atipični ali displastični nevusi izgledajo kot majhna navadna znamenja, vendar 
imajo lastnosti melanoma. Navadno so večja od ostalih znamenj, v premeru 6 mm, in 
imajo nepravilno obliko ali barvo. Pojavijo se tako na soncu izpostavljenih kot 
neizpostavljenih mestih. Kongenitalni nevusi so prirojeni in nastanejo v prvih tednih 
življenja. Za njih je značilna skladna rast z organizmom. Tveganje za nastanek melanoma 
se pri kongenitalnih nevusih veča z njihovo velikostjo in se ocenjuje nekje med 0 do 10 % 
(Bilban, 2011).  
Dejavnika tveganja za maligni melanom sta tudi tip kože in rasa. Melanom je bolezen bele 
rase in znotraj nje svetlih tipov kože (I in II). Značilno za ljudi, ki imajo tip kože I in II je, 
da nikoli ne porjavijo; sonce jih samo opeče. Njihovo tveganje za nastanek melanoma je 
približno petkrat večje od ljudi s tipom kože III in IV (Bilban, 2011).  
Pozitivna družinska anamneza tudi vpliva na nastanek dednega malignega melanoma. 
Poznani so trije geni, pri katerih mutacija gena poveča tveganje za nastanek malignega 
melanoma. Najpogostejši mutiran gen, ki povzroča melanom, je gen cdkn2a, ki kodira od 
ciklina odvisni kinazni inhibitor 2A. Poleg cdkn2a sta z nastankom melanoma povezana še 
cdk4, ki kodira od ciklina odvisno kinazo 4, in mcir, ki kodira receptor za melanokortin 1 
(Cerkovnik et al., 2008).  
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Na nastanek malignega melanoma vplivata tudi starost in spol. Verjetnost nastanka 
malignega melanoma narašča s starostjo. Pogosteje se pojavlja pri moških. Med moškimi 
in ženskami opazimo tudi razliko v mestu pojava melanoma. Najpogostejše mesto pri 
moških je trup, pri ženskah pa ekstremitete (Hawryluk in Fisher, 2011).  
1.1.3 Kancerogeneza malignega melanoma 
Kancerogeneza je proces nastajanja tumorja, kjer nastanejo ireverzibilne spremembe na 
genih, ki spremenijo normalno delovanje celic. Proces poteka v treh stopnjah: iniciacija, 
promocija in napredovanje. V fazi iniciacije se v DNK (deoksiribonukleinska kislina) 
delečih celic pojavljajo mutacije. V fazi promocije se mutirane celice delijo naprej, kar 
poveča genetsko nestabilnost ter pripomore k temu, da se v celicah akumulirajo vedno 
nove mutacije. V fazi napredovanja tumor nekontrolirano raste. Glavna značilnost 
tumorskih celic je neodzivnost na normalne znotraj- in zunajcelične signalne poti. Celice 
razvijejo samozadostnost za lastno proliferacijo, postanejo neodzivne na signale, ki 
uravnavajo celično delitev ter apoptozo, genomsko so nestabilne, spremenijo nastajanje 
citokinov in izražanje celičnih antigenov ter razvijejo možnost prehoda tumorskih celic v 
limfni in krvni sistem (Novaković, 2006).  
Kancerogeneza malignega melanoma se prične s spremembami DNK, ki celici omogočijo, 
da postane neodzivna na popravljalne mehanizme znotraj celice ter se nenadzorovano deli. 
V približno 50 % melanoma je vzrok za njegov nastanek mutacija gena braf. Omenjena 
mutacija omogoča signalni poti RAS-RAF-MEK-ERK (slika 2), imenovani mitogensko 
aktivirana protein-kinazna signalna pot, stalno aktivacijo. To povzroča stalno proliferacijo 
melanocitov (Hočevar, 2013a). Naslednji bistven korak je izogibanje mutiranih 
(spremenjenih) melanocitov apoptozi, bistvenemu mehanizmu preprečitve nastanka raka. 
Glavno vlogo za izogibanje apoptozi pri malignem melanomu ima signalna pot INK4A 
(p16)-CDK4-RB, ki se aktivira kot odziv na mutiran gen braf. Gena, ki imata vlogo pri 
uravnavanju mehanizmov apoptoze, sta arf in tp53, ki pa sta v večini melanomov 
spremenjena (Hočevar, 2013a).  
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Slika 2: Prikaz MAPK signalne poti brez mutacije braf (A) in z mutacijo braf (B) (Swaika 
et al., 2014) 
Opisana pot kancerogeneze malignega melanoma (slika 2) je najpogostejša, vendar ne 
edina. Za ugotavljanje aktivnih genov pri posameznem melanomu se uporablja genski 
popis, ki je pomemben pokazatelj prognoze bolezni in tudi načina zdravljenja. Pri 
malignem melanomu z mutiranim genom braf je potrebno mutacijo potrditi ali ovreči. Na 
podlagi njegove prisotnosti se tako lahko melanom zdravi z zanj specifičnim tarčnim 
zdravilom vemurafenibom in ne več s kemoterapijo (Hočevar, 2013a).  
1.1.4 Diagnostika  
Odkrivanje zgodnjih sprememb kože in zgodnja diagnostika malignega melanoma sta 
pomembni za boljšo prognozo bolezni. Pri pacientih, ki navajajo kožne spremembe, se 
proces diagnosticiranja začne že z anamnezo, kjer se zbirajo informacije o spreminjanju 
pigmentne lezije, spremembi velikosti znamenja, kožnih opeklinah, pretekli družinski in 
osebni anamnezi malignega melanoma. Po končani anamnezi se opravi klinični pregled 
pacientove kože. Koža se pregleda v celoti in sistematično s pomočjo preprostega sistema 
ABCDE (slika 3), v katerem pomeni: A – asimetrija, B – robovi (angl. borders), C – barva 
(angl. color), D – premer (angl. diameter), E – spreminjanje (evolucija) in elevacija nad 
nivojem kože. Kot dodatna klinična metoda se uporablja dermatoskopija. Nadaljnja 
diagnostika poteka z biopsijo (Hočevar, 2009).  
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Slika 3: Sistem ABCDE diagnosticiranja malignega melanoma A – asimetrija, B – robovi, 
C – barva, D – premer, E – spreminjanje (Watson, 2017) 
1.1.5 Zdravljenje  
Način zdravljenja malignega melanoma je odvisen od stadija, v katerem je bolezen odkrita. 
V praksi se uporabljajo kirurgija, radioterapija, kemoterapija, imunoterapija ter tarčno 
zdravljenje (Garbe et al., 2016). Ena izmed novejših možnosti zdravljenja malignega 
melanoma je elektrokemoterapija. Do sedaj se je pretežno uporabljala za paliativno 
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zdravljenje, vendar so raziskave pokazale, da je njena uspešnost zdravljenja primerljiva s 
standardnimi metodami zdravljenja melanoma. V slovenskih smernicah se 
elektrokemoterapija uporablja po izčrpanem standardnemu zdravljenju kožnih metastaz 
melanoma (Stepišnik et al., 2016).  
1.1.5.1 Kirurgija 
V začetnih stadijih malignega melanoma (I-III) se bolezen zdravi izključno in samo s 
kirurgijo. Pri napredovali bolezni, to je v stadiju VI, se maligni melanom zdravi s 
kombinacijo kirurškega in sistemskega zdravljenja. Omenjeno kombinirano zdravljenje se 
uporablja zaradi doseganja boljših rezultatov (Hočevar, 2013b).  
Kirurško zdravljenje ima štiri aspekte zdravljenja bolezni: kirurško zdravljenje primarne 
lezije, kirurško zdravljenje regionalnih metastaz, kirurško zdravljenje in-transit metastaz, 
kirurško zdravljenje sistemskih metastaz. Pomemben faktor je varnostni rob. Pri bolnikih, 
ki imajo suspektno lezijo, se naredi ekscizija z varnostnim robom 1 do 3 mm. Pri 
diagnosticiranem malignem melanomu se varnostni rob poveča na 1 do 2 cm. Zdravljenje 
sistemskih metastaz s kirurgijo je odvisno od razširjenosti metastaz. Kadar je majhno 
število metastaz omejeno na neko področje in jih je možno odstraniti, se kirurško 
zdravljenje indicira kot metoda zdravljenja. Kadar ni možno odstraniti vseh metastaz, se 
kirurško zdravljenje uporablja kot paliativna metoda (Hočevar, 2013b). 
1.1.5.2 Radioterapija  
Radioterapija je samostojna veja medicine, ki se ukvarja z lokalnim zdravljenjem malignih 
in nemalignih obolenj s pomočjo ionizirajočega sevanja. Glavni cilj radioterapije je 
aplicirati natančno določen dozni odmerek sevanja na vnaprej opredeljeno mesto ob 
upoštevanju čim manjše dozne obremenitve zdravega okoliškega tkiva (Strojan et al., 
2009). 
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1.1.5.2.1 Radiofizikalne in radiobiološke osnove 
Radioterapija je način zdravljenja malignih in nemalignih obolenj, kjer s pomočjo 
ionizirajočega sevanja povzročimo na celici nepopravljivo sevalno poškodbo.  
Radioterapija temelji na izpostavitvi določenega volumna tkiva žarkom X in žarkom , ki 
interagirajo s tkivom. Žarki X in žarki  predstavljajo del elektromagnetnega (EM) spektra. 
Vsi tipi EM radiacije so sestavljeni iz paketov energije, ki jim pravimo fotoni. Velikost 
energije posameznega fotona definira samo pozicijo sevanja v EM spektru. Posamezen 
foton žarka X ima dovolj energije, da pri interakciji s snovjo povzroči izbitje elektrona iz 
elektronske ovojnice. Temu pojavu rečemo ionizacija. Pri predaji količine energije sevanja 
snovi poznamo poleg ionizacije še ekscitacijo. Pri ekscitaciji oz. vzbujanju ne pride do 
zbitja elektrona iz elektronske ovojnice, pač pa samo do predaje energije sevanja snovi. Ko 
fotoni žarkov X reagirajo s snovjo (tkivom), lahko oddajo energijo na tri načine: fotoefekt, 
Comptonsko sipanje in tvorba para. Ta energija ionizirajočega sevanja na enoto mase snovi 
je absorbirana doza (enota Gy = J/kg). Oddana energija je vzrok za razvoj sevalne 
poškodbe v celici. Ta se dogaja v treh fazah, ki si sledijo v zaporedju: fizikalna, kemična in 
biološka faza. Za vsako fazo so značilne določene lastnosti in dogodki, ki se v njej zgodijo 
(Škrk, 2014).  
V fizikalni fazi pride do začetnih sprememb zaradi sevanja, nastajajo molekule ionizacije 
H2O
+ in ekscitacije H2O
* in prostih elektronov.  
V kemični fazi pride do prehoda ionizirajočega delca skozi vodo. Pri tem nastanejo pri 
procesu ionizacije in ekscitacije prosti radikali. To so izredno reaktivne kemične spojine z 
nesparjenimi elektroni. Prosti radikali reagirajo z drugimi znotrajceličnimi molekulami. V 
tej fazi nastanejo poškodbe makromolekul; pomembne so predvsem poškodbe DNK, ki 
predstavlja kritično tarčo.  
V biološki fazi potekata popravilo poškodb in celična smrt. Razlikujemo stohastične in 
deterministične učinke. Za stohastične učinke je značilno, da nimajo praga doze. Njihov 
pojav je naključen; z večanjem prejete doze se veča tudi možnost posledic izpostavljenosti 
ionizirajočemu sevanju ob predpostavki, da se posledice lahko pojavijo tudi že pri majhni 
dozni izpostavljenosti. Primera stohastičih posledic sta rak in genetske spremembe. Za 
deterministične učinke pa velja, da je njihov pojav povezan s prejeto dozo. Za pojavnost 
neke posledice je potrebna določena dozna izpostavljenost. Deterministični učinki so npr. 
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poškodbe kože, siva mrena, spremembe v sestavi krvi itd. (Serša, 2004; Strojan et al., 
2009).  
Pomemben pristop v radioterapiji, ki zagotavlja visoko prisotnost poškodb in umrljivost 
malignih celic, je frakcionirano obsevanje. Temelji na tem, da izkoristi biološka področja 
občutljivosti malignih celic (načelo ''5-R'') (Strojan et al., 2009).  
 Radioobčutljivost (ang. radiosensitivity): različne vrste tumorskih celic se med 
seboj razlikujejo po občutljivosti na sevanje. Tumorske celice so v primerjavi z 
normalnimi celicami bolj radioobčutljive.  
 Popravilo (ang. repair): celica lahko popravi subletalne poškodbe; zdrave celice (ki 
nimajo okvarjenih popravljalnih mehanizmov), ki so poškodovane zaradi 
izpostavitve ionizirajočemu sevanju, lahko popravijo nastale poškodbe.  
 Repopulacija (ang. repopulation): med frakcioniranim obsevanjem se celice delijo, 
kar povečuje število celic v obsevalnem volumnu. 
 Redistribucija (ang. redistribution): celice so v različnih fazah celičnega cikla 
različno občutljive na obsevanje.  
 Reoksigenacija (ang. reoxygenation): med obsevanjem pride na račun uničenja dela 
tumorja do oksigenacije hipoksičnih delov tumorja, kar poveča radioobčutljivost pri 
naslednji frakciji (Pajonk et al., 2010).  
1.1.5.2.2 Radioterapija in maligni melanom 
Radioterapija se je v zdravljenju malignega melanoma začela uveljavljati in dobivati 
pomen v 70. letih prejšnjega stoletja. Razlog za to so bile nove naprave, zmožne tvorbe 
fotonskih in elektronskih žarkov v megavoltnem območju, ter računalniško podprti sistemi 
za načrtovanje in kontrolo kakovosti obsevanja. Danes velja radioterapija za 
najučinkovitejši nekirurški način zdravljenja malignega melanoma (Strojan, 2007).  
Indikacije malignega melanoma za obsevanje razdelimo v tri skupine, in sicer radioterapija 
kot primarno zdravljenje, adjuvantna radioterapija in kot paliativno zdravljenje. 
Radioterapija se kot primarno zdravljenje uporablja v primerih, ko se kot prva metoda ne 
more uporabiti kirurško zdravljenje. To je v primerih, ko je pacient v zelo slabem splošnem 
stanju ali pa odkloni kirurški poseg. Uporabi se tudi, ko je melanom tako velik, da bi 
kirurški poseg na pacientu pustil funkcionalne ali kozmetične okvare. Adjuvantna 
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radioterapija se izvaja po operaciji primarnega tumorja. Namen takšnega zdravljenja je 
zmanjšati verjetnost ponovitve bolezni in preprečiti nastanek metastaz zunaj področja 
operacije. Paliativna radioterapija se uporablja v primerih, ko operacija ni možna ali 
smiselna. Osnovni cilj takšnega zdravljenja ni ozdravitev bolezni, temveč zmanjšanje 
volumna zasevkov, zmanjšanje znakov in simptomov zasevkov in povečevanje kakovosti 
bolnikovega življenja (Strojan, 2007; Strojan, 2013). 
V primerjavi z drugimi tumorji je melanom manj občutljiv na obsevanje. Potrebna je večja 
doza sevanja za enako preživetje v primerjavi z drugimi tumorji (slika 4). Odgovor 
malignega melanoma na ionizirajoče sevanje je odvisen od prejete doze obsevanja in 
velikosti tumorja. Kljub temu je odgovor malignega melanoma odvisen še od drugih 
dejavnikov, saj se ugotavlja precejšna variabilnost v občutljivosti na obsevanje med 
posameznimi lezijami. Ti dejavniki, ki vplivajo na variabilnost, naj bi bili povezani z 
razlikami v imunskem odgovoru organizma, vsebnostjo glutationa v celicah, oksigenacijo 
tumorjev in nagnjenostjo k apoptozi. Znano je, da imajo melanomske celice zmožnost 
hitrega popravljanja subletalnih poškodb, ki jih povzroči ionizirajoče sevanje (Strojan, 
2013). Preživetje celic malignega melanoma se zmanjša z dnevnim doznim odmerkom 4 
Gy. Z dnevno dozo, manjšo od 4 Gy, se ne doseže zmanjšanega preživetja malignih celic, 
saj maligne celice popravijo nastale poškodbe. Danes se dnevni odmerek obsevanja 
prilagodi bolnikovi splošni kondiciji, namenu zdravljenja in področju obsevanja. Dnevni 
dozni odmerek je manjši pri velikih obsevalnih poljih, predvsem v področju dimelj in 
pazduh. V vseh primerih pa dnevni dozni odmerek ne sme preseči 10 Gy (Strojan, 2007). 
 
Slika 4: Krivulja preživetja celic malignega melanoma po obsevanju (Strojan, 2007) 
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1.1.5.3 Kemoterapija  
Kemoterapija je način zdravljenja, kjer z različnimi zdravili preprečujemo delitev celic. 
Kemoterapevtiki delujejo na hitro deleče se celice, tako tumorske kot zdrave. Vplivajo na 
sintezo in delovanje makromolekul v celici, kot so deoksiribonukleinska kislina (DNK), 
ribonukleinska kislina (RNK) in proteini (Jezeršek Novaković in Pajk, 2009).  
Tumorske celice so različno občutljive na kemoterapevtike. Občutljivost je odvisna od 
mehanizma delovanja kemoterapevtika in faze celičnega cikla, v kateri se posamezna 
celica nahaja (Jezeršek Novaković in Pajk, 2009). 
Celični cikel ima več faz (slika 5). V fazi G1 celice rastejo, povečajo količino proteinov in 
celičnih organelov. Fazi G1 sledi faza S, v kateri poteka sinteza DNK. Sledi faza G2, v 
kateri celice hitro rastejo, sintetizirajo proteine in se pripravljajo na fazo M. V fazi M pride 
do delitve celice. Nastaneta dve hčerinski celici, ki ponovno vstopita v fazo G1. Celice so 
občutljive sicer v vseh fazah, vendar najbolj v fazi S (Jezeršek Novaković in Pajk, 2009).  
 
Slika 5: Celični cikel  
Večino kemoterapevtikov lahko razdelimo v dve skupini. Delimo jih glede na to, ali je 
njihov učinek delovanja odvisen od števila tumorskih celic v celičnem ciklusu ali od 
števila celic v posamezni fazi ciklusa. Poznamo torej kemoterapevtike, specifične za 
celični ciklus ter fazno specifične kemoterapevtike. Kemoterapevtiki, specifični za celični 
ciklus, delujejo na celice, ki so vstopile v celični ciklus. Njihov učinek ni odvisen od tega, 
v kateri fazi ciklusa so celice. Pomembno je samo, da celice so v celičnem ciklusu. Fazno 
specifični kemoterapevtiki so tisti, ki dosežejo učinek v določeni fazi celičnega ciklusa. To 
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pomeni, da delujejo le na celice, ki so v občutljivi fazi ciklusa (Jezeršek Novaković in 
Pajk, 2009).  
Za kemoterapijo malignega melanoma se uporabljajo: dakarbazin, temozolamid, cisplatin, 
karboplatin, vinblastin, taksan. Dakarbazin, temozolomid, cisplatin in karboplatin sodijo v 
skupino kemoterapevtikov, specifičnih za celični ciklus. Vinblastin in taksan sodita med 
fazno specifične kemoterapevtike. Delujeta na celice, ki so znotraj faze M celičnega 
ciklusa. Najučinkovitejši citostatik za zdravljenje malignega melanoma je dakarbazin, ki v 
5 % doseže popolni odgovor (Ocvirk, 2013).  
1.1.5.4 Tarčna zdravila 
Tarčno zdravljenje je v zadnjih nekaj letih doseglo nagel razvoj na račun razvoja novih 
molekularno bioloških metod. Nove metode so omogočile odkrivanje in spoznavanje 
določenih lastnosti tumorskih celic, strome in žilja tumorjev. Med tarčna zdravila 
uvrščamo zdravila, ki imajo vpliv na točno določeno tarčo v celici (Jezeršek Novaković in 
Pajk, 2009). Potrebno je poudariti, da imajo tarčna zdravila kljub usmerjenemu delovanju 
na tumorske celice vpliv prav tako tudi na zdrave celice. Razlog je v prisotnosti tarč v 
zdravih celicah, ki pa so manj izražene kot v tumorskih celicah. To je razlog, zakaj imajo 
tarčna zdravila kljub usmerjenemu delovanju na tumorske celice stranske učinke (Snoj in 
Čufer, 2007).  
Celične signalne poti so v tumorskih celicah pogosto konstantno aktivirane (prekomerno 
izražanje različnih proteinov) in omogočajo nekontrolirano proliferacijo, preživetje in 
metastaziranje ter angiogenezo tumorskega žilja. Te poti se začnejo na površini celice z 
receptorjem. Ločimo dve veliki družini receptorjev: EGFR (receptor za epidermalni rastni 
dejavnik) in VGFR (receptor za žilni rastni dejavnik). Sam receptor je sestavljen iz treh 
delov: zunajcelične, transmembranske in znotrajcelične domene (slika 6). Na zunajcelični 
del se vežejo ligandi, ki z vezavo sprožijo ali onemogočijo aktivacijo signalnih poti. 
Ligandi so lahko majhne molekule ali velika protitelesa. Vezava liganda na zunajcelično 
domeno povzroči strukturno spremembo receptorja. Tako se omogoči aktivacija 
znotrajcelične domene z encimsko aktivnostjo ali pa se izpostavi vezavno mesto za 
znotrajcelično signalno molekulo. Aktivacija receptorja in s tem fosforilacija tirozin kinaze 
sproži aktivacijo signalnih poti Ras-Raf in Akt. Ti dve signalni poti sta pomembni za 
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nenadzorovano rast, nesmrtnost in metastaziranje. Pomembno je razumeti aktivacijo 
receptorjev in delovanje posamezne molekule, saj te predstavljajo potencialno tarčo zdravil 
(Snoj in Čufer, 2007). 
 
Slika 6: Zgradba receptorja (Snoj in Čufer, 2007) 
Poznamo več različnih vrst tarč – v smislu prijemališča in več vrst samega zdravljenja. Po 
samem mehanizmu delovanja ločimo monoklonska protitelesa in male molekule.  
 Monoklonska protitelesa so biološka zdravila, ki se morajo, če želijo priti v celico, 
vezati na tarčo na površini celice. Mehanizem delovanja monoklonskih protiteles je 
kompleksen. Delujejo tako, da reverzibilno ali ireverzibilno zasedejo mesto na 
receptorju ali pa se vežejo z njegovim ligandom z namenom prekiniti določeno 
signalno pot.  
 Male molekule delujejo na znotrajcelične molekule, ki imajo vlogo pri aktivaciji 
pomembnih celičnih poti znotraj celice. Običajno so manj specifične kot 
monoklonska protitelesa (Snoj in Čufer, 2007; Šeruga, 2015). 
1.1.5.4.1 Vemurafenib 
Vemurafenib je inhibitor BRAF serin-treonin kinaze. V kliniki se uporablja od leta 2011 
pod imenom Zelboraf (da Rocha et al., 2013). Vemurafenib je selektivni kinazni inhibitor, 
ki se uporablja za zdravljenje malignega melanoma pri odraslih osebah. Uporablja se za 
zdravljenje melanomov, ki imajo dokazano mutacijo V600E na genu braf in niso primerni 
za kirurško zdravljenje (Ravnan in Matalka, 2012). Gen braf ob prisotnosti mutacije na 
kodonu 600 deluje kot onkogen (Ascierto et al.,2012). Pri mutaciji V600E je valin na 
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mestu 600 zamenjan z glutaminsko kislino. Ta sprememba povzroči konstitutivno kinazno 
aktivnost proteina Braf, ki postane neobčutljiv na negativno povratno zanko za regulacijo 
signalne poti. To vodi v stalno aktivacijo Ras-Raf-MAPK signalne poti, kar povzroča 
stalno delitev in maligno transformacijo celic (Ascierto et al.,2012).  
  
Slika 7: Kemična zgradba vemurafeniba (PubChem, 2018) 
Revolucionarno odkritje v zdravljenju malignega melanoma je bilo odkritje, da je v 
približno 50 % malignega melanoma prisotna mutacija braf (Davies et al., 2002). Leta 
2008 so kot prvi selektivno delujoči braf zaviralec klinično testirali vemurafenib. Ta je v 
klinično uporabo prišel že leta 2011 s potrditvijo ameriške agencije FDA. Za vemurafenib 
je značilen visok delež pozitivnih odgovorov (50 %) pri zdravljenju malignega melanoma s 
prisotno mutacijo braf. Za delovanje vemurafeniba so zadostne že nizke koncentracije. V 5 
do 10 % pacientov, zdravljenih z vemurafenibom, se razvije rezistenca na vemurafenib. 
Ločimo med primarno in sekundarno rezistenco. Obstaja več teorij, ki govorijo o možni 
razlagi nastanka rezistence (Swaika et al., 2014). Pridobljena rezistenca je predvsem 
posledica reaktivacije MAPK signalne poti (Trunzer et al., 2013). Vzrok za nastanek 
rezistence se prav tako predpisuje heterogenosti tumorja, njegovega mikrookolja in 
imunskemu sistemu (Johansson in Brage, 2014). Bolezen prične napredovati že v nekaj 
mesecih po pričetku zdravljenja (Trunzer et al., 2013). Zdravljenje z vemurafenibom je 
primerno predvsem za bolnike, pri katerih tumorja ni več mogoče kirurško odstraniti in 
imajo dokazano mutacijo v genu braf (Shelledy in Roman, 2015). Vemurafenib poveča 
stopnjo preživetja pri pacientih z malignim melanomom z mutacijo V600E (Sosman et al., 
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2012; Chapman et al., 2011). Za varno zdravljenje malignega melanoma je potrebno 
določiti ustrezno koncentracijo vemurafeniba za uravnavanje stranskih učinkov. Pri 
pacientih, zdravljenih z vemurafenibom, se kot stranski učinki lahko pojavljajo izguba 
apetita, izguba teže, slabost, bruhanje, diareja, bolečina v sklepih in mišicah, potna koža 
(Dooley et al., 2014).  
Uporaba vemurafeniba v kombinaciji z radioterapijo poveča radiosenzitivnost (Hecht et al., 
2015). Kombinacija obsevanja in vemurafeniba na celice s prisotno mutacijo braf deluje 
sinergistično (Sambade et al., 2011). Pri bolnikih z diagnosticiranim malignim 
melanomom s prisotno mutacijo braf nastane pri kombiniranem zdravljenju radioterapije z 
inhibitorjem braf akutni radiodermatitis pri 36 %, ne-kožni toksični zapleti pri 4 % in 
disfagija pri 2 % pacientov (Hecht et al., 2015). Pretekle raziskave so potrdile nastanek 
stranskih učinkov sočasne uporabe vemurafeniba in radioterapije, vendar ostaja 
farmakodinamična povezava med ionizirajočimi žarki in vemurafenibom še neraziskana 
(Boussemart et al., 2013).  
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2 NAMEN 
Namen magistrskega dela je ugotoviti, ali se s kombinacijo radioterapije in vemurafeniba 
pri malignem melanomu z ali brez prisotne mutacije v genu braf zmanjša delež preživelih 
celic v primerjavi s posamezno izpostavitvijo celic radioterapiji in vemurafenibu. Ugotoviti 
želimo, katera vrsta celic je na kombinacijo bolj občutljiva.  
Hipotezi: 
Med celicami z in brez prisotne mutacije v genu braf obstaja razlika v deležu preživelih 
celic, če jih izpostavimo kombiniranemu načinu zdravljenja v primerjavi s posameznim 
načinom zdravljenja. 
Celice s prisotno mutacijo v genu braf so bolj občutljive na kombinirano zdravljenje z 
vemurafenibom in radioterapijo v primerjavi s celicami brez mutacije v genu braf. 
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3 METODE DELA IN MATERIALI 
3.1 Pregled literature 
Pri pripravi magistrske naloge sem pregledala obstoječo relevantno domačo in tujo 
strokovno literaturo v podatkovnih bazah PubMed, Google učenjak in EIFL Direct. 
Uporabila sem članke, ki so bili objavljeni v recenziranih revijah. Ključne besede za 
iskanje literature v podatkovnih bazah so bile: braf, kombinirano zdravljenje, maligni 
melanom, obsevanje, radioterapija, vemurafenib, CHL-1 in SK-MEL-28. 
3.2 Eksperimentalni del 
3.2.1 Gojenje celičnih linij  
Uporabili smo dve celični liniji humanega melanoma, in sicer CHL-1 in SK-MEL-28 (obe 
American Type Culture Collection (ATCC), USA). Celična linija CHL-1 je bila izolirana 
iz humanega primarnega melanoma kože (ATCC, 2014a). Celična linija CHL-1 je bila 
gojena v gojišču Advanced RPMI (Gibco, Thermo Fisher Scientific), ki smo mu dodali 5 
% FBS (Gibco) in penicilin (Grünenthal, Germany). Celična linija SK-MEL-28 je bila 
izolirana iz humanega malignega melanoma kože (ATCC, 2014b). Celično linijo SK-
MEL-28 smo gojili v gojišču DMEM (Gibco), ki smo mu dodali 5 % FBS in penicilin. Za 
obe celični liniji je značilno, da tvorita kolonije. Obe celični liniji sta adhezijski, tj. celice 
rastejo pritrjene na podlago. Celice smo gojili v celičnih inkubatorjih pri temperaturi 37 °C 
in atmosferi s 5-odstotnim CO2. Delo s celičnimi linijami je potekalo v sterilnih 
brezprašnih komorah. 
3.2.2 Določanje koncentracije celic v suspenziji  
Iz posod za gojenje celic smo odpipetirali gojišče in ga zavrgli. Celice smo sprali s pufrom 
PBS (Gibco) in dodali tripsin (Gibco). S tripsinom prekinemo povezave med celicami in s 
podlago. Delovanje tripsina smo spremljali pod svetlobnim mikroskopom. Ko so se celice 
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odlepile od podlage, smo tripsin inaktivirali z dodatkom gojišča s FBS. Tripsinizirane 
celice smo prenesli v ustrezno označene centrifugirke. 
Število celic v suspenziji smo določili s štetjem na hemocitometru. Celično suspenzijo smo 
dobro premešali in odpipetirali 10 µL celične suspenzije v vsako komoro hemocitometra. 
Celice smo šteli pod svetlobnim mikroskopom. 
Koncentracijo celic (število celic/mL) smo izračunali po enačbi (1):  
𝑁 =
𝑛
4
∙ 104     (1) 
 
N – koncentracija celic (celic/mL) 
n – število preštetih celic v eni komori hemocitometra 
3.2.3 Določanje občutljivosti celic na vemurafenib 
Celice smo izpostavili različnim koncentracijam vemurafeniba (MedChem Express, USA). 
Iz začetne koncentracije 10 mM smo vemurafenib ustrezno redčili, da smo dobili ustrezne 
koncentracije (0,05 µM, 0,1 µM, 0,25µM, 0,5 µM in 1µM). Želeno koncentracijo smo 
dobili tako, da smo suspenziji celic in gojišča dodali ustrezne volumne vemurafeniba. 
Celice CHL-1 so bile vemurafenibu izpostavljene 1 teden, celice SK-MEL-28 pa 2 tedna. 
Čas izpostavitve celic CHL-1 in SK-MEL-28 je odvisen od podvojitvenega časa celične 
linije. Podvojitveni čas se izračuna za vsako celično linijo posebej. 
3.2.4 Obsevanje celic in vitro 
Celice smo obsevali na Oddelku za eksperimentalno onkologijo na Onkološkem inštitutu 
Ljubljana. Celice smo obsevali z dozami 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy in 10 Gy 24 ur po 
nasaditvi celic v petrijevke. Obsevali smo z ortovoltskim terapevtskim aparatom Gulmay 
MP1-CP225 X-ray (Gulmay Medical Ltd, Velika Britanija). Parametri obsevanja so 
ustrezali protokolu za obsevanje celic, ki ga uporabljajo na Oddelku za eksperimentalno 
onkologijo, in sicer: filter 7, tubus za obsevanje celičnih kultur 12 × 12 cm, razdalja od 
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tubusa do površine petrijevke 6 cm, napetost (U) 200 kV, tok (I) 9,2 mA, povprečna hitrost 
doze 1,728 Gy/min. Čas obsevanja je podan v tabeli 1. 
Tabela 1: Čas obsevanja za določeno dozo sevanja 
Doza [Gy] 
Čas 
[min] 
0 0,0 
2 1,2 
4 2,3 
6 3,6 
8 4,6 
10 5,8 
 
Petrijevke smo med obsevanjem postavili v poseben nastavek za obsevanje 6-centimetrskih 
petrijevk. Z distančnikom smo pred vsakim obsevanjem nastavili razdaljo med tubusom in 
površino petrijevke na 6 cm. Po končanem obsevanju smo petrijevke postavili nazaj v 
inkubator do izrasta kolonij.  
3.2.5 Test klonogenosti 
Test klonogenosti je bil razvit v 60. letih prejšnjega stoletja. Z njim lahko določamo 
reprodukcijsko sposobnost celic. Majhno znano število celic nasadimo na petrijevko in 
spremljamo izrast kolonij. Kolonija je skupek celic, ki vsebuje več kot 50 celic. Test 
klonogenosti predpostavlja, da iz ene celice nastane ena kolonija. Glede na število 
nasajenih celic in število izraslih kolonij lahko določimo reprodukcijsko sposobnost celic. 
Test klonogenosti se izvede v treh ločenih korakih: priprava celic, obsevanje celic ali 
izpostavitev celic potencialno citotoksičnim dejavnikom ter fiksacija in barvanje celičnih 
kolonij (Rafehi et al., 2011; Franken et al., 2006). 
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S testom klonogenosti smo določili preživetje celic, ki so ohranile reprodukcijsko 
sposobnost po obsevanju, izpostavitvi različnim koncentracijam vemurafeniba in 
kombinaciji obsevanja in vemurafeniba. V ustrezno označene centrifugirke smo 
odpipetirali 14 mL ustreznega gojišča in določeno število celic iz celične suspenzije. 
Število nasajenih celic je bilo odvisno od doze sevanja in koncentracije vemurafeniba 
(tabela 2 in tabela 3). Za vsako testirano dozo ali koncentracijo smo pripravili 3 paralelke.  
Tabela 2: Število celic CHL-1 pri obsevanju, vemurafenibu in kombinaciji obsevanja z 
vemurafenibom. 
OBSEVANJE VEMURAFENIB 
KOMBINACIJA 
OBSEVANJA Z 
VEMURAFENIBOM 
(0,05 µM) 
Gy 
ŠT. 
CELIC/petrijevko 
µM 
ŠT. 
CELIC/petrijevko 
ŠT. CELIC 
0 200 0 200 200 
2 400 0,05 200 400 
4 800 0,1 200 800 
6 2000 0,25 200 2000 
8 4000 0,5 200 4000 
10 8000 1 200 8000 
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Tabela 3: Število celic SK-MEL-28 pri obsevanju, vemurafenibu in kombinaciji obsevanja 
z vemurafenibom 
OBSEVANJE VEMURAFENIB 
KOMBINACIJA 
OBSEVANJA Z 
VEMURAFENIBOM 
(0,05 µM) 
Gy 
ŠT. 
CELIC/petrijevko 
µM 
ŠT. 
CELIC/petrijevko 
ŠT. CELIC 
0 400 0 400 400 
2 400 0,05 400 400 
4 1000 0,1 400 1000 
6 1000 0,25 400 1000 
8 4000 0,5 800 4000 
10 8000 1 800 8000 
 
Tako pripravljene celične suspenzije smo prenesli na ustrezno označene petrijevke. 
Petrijevke s celicami CHL-1 smo inkubirali 1 teden, petrijevke s celicami SK-MEL-28 pa 
2 tedna v inkubatorju pri 37 °C in 5-odstotni atmosferi CO2. Po končani inkubaciji smo iz 
petrijevk odstranili celično gojišče, kolonije fiksirali in obarvali s kristal vijoličnim 
barvilom. Za vsako eksperimentalno skupino smo prešteli kolonije in izračunali uspešnost 
nasaditve celic (PE, plating efficiency) po enačbi (2):  
𝑃𝐸 =
Š𝑡.𝑖𝑧𝑟𝑎𝑠𝑙𝑖ℎ𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗
Š𝑡.𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
   (2) 
 
Uspešnost nasaditve za vsako skupino smo upoštevali pri računanju deleža preživetja celic 
(SF, surviving fraction) po enačbi (3) (Yang, 2012): 
𝑆𝐹 =
𝑃𝐸𝑝𝑜𝑠𝑘𝑢𝑠𝑛𝑒𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑒
𝑃𝐸𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛𝑎𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑎
    (3) 
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3.2.6 Statistična analiza  
Zastavljene poskuse na celičnih linijah CHL-1 in SK-MEL-28 smo opravili v treh 
neodvisnih poizkusih. Vsak poizkus je vključeval tri paralelke. Iz pridobljenih podatkov 
treh neodvisnih poizkusov smo izračunali povprečno vrednost, standardno deviacijo in 
standardno napako (SE). Izračunali smo tudi 95 % interval zaupanja (IZ), tj. interval, v 
katerem se s 95 % verjetnostjo nahaja naš ocenjevani parameter SF. Interval zaupanja je bil 
izračunan po formuli (4):  
𝑆?´? −
1,96𝑆𝐸
√𝑛
< 𝜇 < 𝑆?´? +
1,96𝑆𝐸
√𝑛
     (4) 
 
Rezultate o številu nastalih kolonij po izpostavitvi celic določenemu načinu zdravljenja 
smo testirali na normalnost porazdelitve.  
Za analizo statistično značilnih razlik med dvema vzorcema smo uporabili Studentov t-test. 
Vrednost p<0,05 smo obravnavali kot statistično značilno.  
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4 REZULTATI 
4.1 Preživetje celic po obsevanju 
Preživetje celic CHL-1 in SK-MEL-28 smo določili s testom klonogenosti.  
 
Graf 1: Prikaz deleža preživelih celic CHL-1 po obsevanju. 
Rezultati so podani v logaritemski skali kot delež preživelih celic CHL-1 glede na 
kontrolno skupino ± standardni odklon. Območje znotraj prekinjenih rdečih črt prikazuje 
95 % interval zaupanja. 
Delež preživelih celic CHL-1 se z naraščanjem doze obsevanja zmanjšuje. Na podlagi 
rezultatov je razvidno, da je delež preživetih celic CHL-1 pri dozi sevanja 2 Gy zmanjšan 
na 0,6. Pri največji dozi sevanja 10 Gy vidimo, da preživi zelo majhen delež celic, to je 
0,002.  
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Graf 2: Prikaz deleža preživelih celic SK-MEL-28 po obsevanju.  
Rezultati so podani v logaritemski skali kot delež preživelih celic SK-MEL-28 glede na 
kontrolno skupino ± standardni odklon. Območje znotraj prekinjenih rdečih črt prikazuje 
95 % interval zaupanja. 
Delež preživelih celic SK-MEL-28 se z naraščanjem doze obsevanja zmanjšuje. Na 
podlagi rezultatov je razvidno, da je delež preživelih celic pri dozi obsevanja 2 Gy 0,77, pri 
najvišji dozi obsevanja 10 Gy pa 0,005.  
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4.2 Preživetje celic po izpostavljenosti vemurafenibu 
Stopnjo preživetja celic CHL-1 in SK-MEL-28 po izpostavljenosti različnim 
koncentracijam vemurafeniba smo določili s testom klonogenosti.  
 
Graf 3: Prikaz deleža preživelih celic CHL-1 po izpostavitvi vemurafenibu.  
Rezultati so podani v logaritemski skali kot delež preživelih celic CHL-1 glede na 
kontrolno skupino ± standardni odklon. Območje znotraj prekinjenih rdečih črt prikazuje 
95 % interval zaupanja. 
Delež preživelih celic CHL-1 po izpostavitvi različnim koncentracijam vemurafeniba se v 
našem primeru ni zmanjšal za več kot 10 %. Razvidno je, da je delež preživelih celic CHL-
1 pri različnih koncentracijah vemurafeniba v območju med 0,95 in 0,97. Razlika v deležu 
preživelih celic glede na koncentracijo vemurafeniba je zelo majhna. Statistično 
pomembna razlika ni prisotna niti pri najvišji koncentraciji vemurafeniba (1µm) (p=0,17). 
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Graf 4: Prikaz deleža preživelih celic SK-MEL-28 po izpostavitvi vemurafenibu.  
Rezultati so podani v logaritemski skali kot delež preživelih celic SK-MEL-28 glede na 
kontrolno skupino ± standardni odklon. Območje znotraj prekinjenih rdečih črt prikazuje 
95 % interval zaupanja. 
Delež preživetja celic SK-MEL-28 po izpostavitvi različnim koncentracijam vemurafeniba 
se zmanjšuje z večanjem koncentracije vemurafeniba. Podatki kažejo na citotoksični 
učinek vemurafeniba na celice SK-MEL-28. Vidimo lahko, da že z zelo majhno 
koncentracijo vemurafeniba (0,05 µM) dosežemo statistično značilno razliko na preživetje 
celic (p=0,03). Pri najmanjši koncentraciji vemurafeniba (0,05 µM) je delež preživetja 
celic SK-MEL-28 zmanjšan na 0,8. Pri koncentraciji 1 µM je delež preživelih celic 0,3.  
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4.3 Preživetje celic po kombinaciji obsevanja z vemurafenibom 
Stopnjo preživetja celic CHL-1 in SK-MEL-28 celic smo določili s testom klonogenosti. 
Celice smo izpostavili nizki koncentraciji vemurafeniba (0,05 µM) v kombinaciji z 
različnimi dozami obsevanja.  
 
Graf 5: Prikaz deleža preživelih celic CHL-1 po kombinirani izpostavitvi obsevanju in 
koncentraciji vemurafeniba 0,05µM.  
Rezultati so podani v logaritemski skali kot delež preživelih celic CHL-1 glede na 
kontrolno skupino ± standardni odklon. Območje znotraj prekinjenih rdečih črt prikazuje 
95 % interval zaupanja. 
Delež preživetja CHL-1 celic se z večanjem doze obsevanja v prisotnosti vemurafeniba s 
koncentracijo 0,05 µM zmanjšuje. Manjšanje deleža preživelih celic se pri kombinirani 
izpostavitvi predpisuje posledicam obsevanja.  
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Graf 6: Prikaz deleža preživelih celic SK-MEL-28 po kombinirani izpostavitvi obsevanju in 
koncentraciji vemurafeniba 0,05µM.  
Rezultati so podani v logaritemski skali kot delež preživelih celic SK-MEL-28 glede na 
kontrolno skupino ± standardni odklon. Območje znotraj prekinjenih rdečih črt prikazuje 
95 % interval zaupanja. 
Iz grafa je razviden strm padec deleža preživetja celic. Na podlagi naših podatkov je vidno, 
da se delež preživetja celic SK-MEL-28 pri najmanjši dozi obsevanja 2 Gy zmanjša na 0,4.  
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Graf 7: Preživetje celic CHL-1 (a) in SK-MEL-28 (b) po obsevanju (polna črta) in po 
kombinaciji obsevanja z vemurafenibom (prekinjena črta) 
Na grafu 7 je skupaj prikazano preživetje celic CHL-1 in SK-MEL-28 po obsevanju celic 
(IR) in po obsevanju celic z vemurafenibom (IR-vem). Delež preživelih celic CHL-1, ki so 
bile izpostavljene kombinaciji obsevanja in vemurafeniba, se statistično značilno ne 
razlikuje od deleža preživelih celic CHL-1, ki so bile izpostavljene samo obsevanju. Med 
celicami CHL-1, ki so bile izpostavljene samo dozi sevanja 2 Gy, in celicami, ki so bile 
izpostavljene kombinaciji sevanja 2 Gy in koncentraciji vemurafeniba 0,05 µM, ne obstaja 
statistično pomembna razlika (p=0,62). Statistično pomembna razlika ni prisotna niti pri 
kombinaciji vemurafeniba z najvišjo dozo sevanja (10 Gy) (p=0,09).  
Delež preživelih celic SK-MEL-28, ki so bile izpostavljene kombinaciji obsevanja in 
vemurafeniba, se statistično značilno razlikuje od deleža preživelih celic SK-MEL-28, ki 
so bile izpostavljene samo obsevanju. Statistično značilna razlika v stopnji preživetja celic 
je prisotna že pri najmanjši koncentraciji vemurafeniba (0,05 µM) in najmanjši dozi 
sevanja (2 Gy) (p=0,0002).  
31 
 
Iz grafa je razvidno, da je celična linija SK-MEL-28 bolj občutljiva na kombinirano 
zdravljenje z obsevanjem in vemurafenibom, saj se preživetje celic SK-MEL-28 še 
dodatno zmanjša po kombinaciji kot pa pri samem obsevanju.  
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5 RAZPRAVA  
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti, ali se s kombinacijo radioterapije in 
vemurafeniba pri malignem melanomu z ali brez prisotne mutacije v genu braf zmanjša 
delež preživelih celic v primerjavi s posamezno izpostavitvijo celic radioterapiji in 
vemurafenibu. Želeli smo ugotoviti, katera celična linija je bolj občutljiva na kombinacijo 
obsevanja z vemurafenibom. Testirali smo celično linijo CHL-1, ki ima izražen divji tip 
gena braf, in celično linijo SK-MEL-28, ki ima gen braf z mutacijo V600E.  
Raziskavo, s katero smo želeli določiti odziv dveh celičnih linij malignega melanoma z in 
brez mutacije gena braf na kombinacijo obsevanja in vemurafenibom, smo zastavili s tremi 
sklopi. Celični liniji CHL-1 in SK-MEL-28 smo v prvem delu obsevali z različnimi 
dozami, v drugem delu izpostavili različnim koncentracijam vemurafeniba in v tretjem 
delu izpostavili kombinaciji obsevanja in koncentraciji vemurafeniba 0,05 µM.  
V prvem delu smo celice obsevali z različnimi dozami in ugotovili, da sta celični liniji 
malignega melanoma CHL-1 in SK-MEL-28 različno občutljivi na obsevanje. Delež 
preživetja obeh vrst celic se z višanjem doze sevanja zmanjšuje. Manjše preživetje celic 
CHL-1 in SK-MEL-28 pri višjih dozah sevanja je pričakovano, saj se z večanjem doze 
sevanja poveča število poškodb znotrajceličnih molekul. Melanomske celice s prisotno 
mutacijo braf so od vseh melanomskih celic najbolj radiorezistentne, kar smo tudi potrdili. 
Delež preživetja celic SK-MEL-28 po obsevanju z 2 Gy je 0,77, kar je v skladu z 
ugotovitvami raziskave iz leta 2011 (Sambade, 2011).  
V drugem delu smo celice CHL-1 in SK-MEL-28 izpostavili različnim koncentracijam 
vemurafeniba. Celice CHL-1 in SK-MEL-28 so se različno odzvale na izpostavitev 
vemurafenibu. Vemurafenib ni imel citotoksičnega učinka na celice CHL-1. Delež 
preživetja celic CHL-1 se tudi pri najvišjih koncentracijah vemurafeniba ni zmanjšal za več 
kot 0,05. Glede na status braf, tj. nemutiran gen braf v celični liniji CHL-1, nismo 
pričakovali citotoksičnega učinka vemurafeniba pri tej celični liniji. Nasprotno pa se je 
delež preživetja celic SK-MEL-28, ki imajo mutiran braf (mutacija braf V600E), zmanjšal 
v odvisnosti od koncentracije vemurafeniba. Naši rezultati se skladajo z rezultati drugih 
raziskav, kjer so preverjali učinek vemurafeniba na preživetje celic z ali brez mutacije braf 
V600E in pokazali, da je vemurafenib zmanjšal preživetje celic z mutiranim braf (Tsai et 
al. 2008). Že nanomolarne koncentracije vemurafeniba pri celicah z mutacijo braf V600E 
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inhibirajo fosforilacijo ERK in s tem prekinejo MAPK signalne poti (Tsai et al., 2008). 
Vemurafenib izboljša stopnjo odziva in celokupno preživetje bolnikov z metastatskim 
melanomom z mutacijo braf V600E (Chapman et al., 2011).  
V tretjem delu smo celice izpostavili kombinaciji obsevanja z različnimi dozami in 
koncentraciji vemurafeniba 0,05 µM. Pridobljeni rezultati so pokazali, da je delež 
preživelih celic SK-MEL-28 pri sočasni uporabi obsevanja in vemurafeniba manjši, kot če 
jih izpostavimo samo enemu načinu zdravljenja. Razlog za zmanjšanje deleža preživelih 
celic s prisotno mutacijo braf V600E je povzročitev radiosenzitivnosti malignih celic z 
vemurafenibom. Mehanizem nastanka radiosenzibilizacije celic z vemurafenibom še ni 
znan. Izpostavitev celic z mutiranim braf vemurafenibu poveča inhibicijo tvorbe kolonij in 
invazijo celic, najverjetneje zaradi povečanje deleža celic v G1 fazi celičnega cikla 
(Boussemart et al., 2013).  
Trenutno se za zdravljenje malignega melanoma uporabljajo kirurška odstranitev, 
radioterapija ter novejše metode zdravljenja, kot so elektrokemoterapija, tarčna zdravila in 
imunoterapija (Chowdhary et al., 2016). Radioterapija je uveljavljena metoda zdravljenja 
malignega melanoma, ki velja za najbolj učinkovit nekirurški način zdravljenja te bolezni. 
Uspešnost radioterapije pri ozdravitvi malignega melanoma je odvisna od prejete doze ter 
velikosti tumorja. Študije, s katerimi so določali učinkovitost radioterapije za zdravljenje 
melanoma, so pokazale, da je uspešnost večja, kadar se lezije obseva z višjimi dnevnimi 
dozami, običajno med 4 in 6 Gy (Strojan, 2013). Delež popolnih in delnih odgovorov pri 
obsevanju melanoma z dozo 2,5 Gy v 20 frakcijah (skupno 50 Gy) ter z 8 Gy v 4 frakcijah 
(skupno 32 Gy) je v obeh primerih okoli 60 % (Mahadevan et al., 2015).  
Novejša metoda v zdravljenju malignega melanoma so tarčna zdravila. Tarčna zdravila 
vplivajo na točno določeno tarčo v tumorski celici. Ena od takšnih tarč je gen braf, ki 
kodira protein Braf. Mutacija gena braf je prisotna v 40 do 60 % malignih melanomov. 
Mutacija braf V600E povzroči konstantno aktivnost MAPK signalne poti, kar vodi v 
pospešeno proliferacijo celic in zmanjšano apoptozo (Hočevar, 2013; Mahadevan et al., 
2015). Tarčno zdravilo, ki selektivno vpliva na mutacijo braf V600E, je Zelboraf. Njegova 
zdravilna učinkovina je vemurafenib, inhibitor BRAF (da Rocha et al., 2013).  
Področje zdravljenja malignega melanoma z uporabo kombinacije radioterapije in 
vemurafeniba ostaja še precej neraziskano. Prve raziskave o učinku kombinacije 
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radioterapije in vemurafeniba govorijo o potencialni uporabi v kliničnem okolju (Hecht et 
al. 2015). Opravljene raziskave kažejo na možen sinergistični učinek kombinacije 
obsevanja in vemurafeniba pri zdravljenju tumorskih celic s prisotno mutacijo braf 
(Chowdhary et al., 2016). Raziskovalci v eni od raziskav navajajo, da predstavljajo 
inhibitorji BRAF pomembno terapevtsko učinkovino v smislu splošnega preživetja 
metastatskega melanoma. Navajajo, da imajo inhibitorji BRAF vpliv na 
radiosenzibilizacijo zdravega obsevanega tkiva, kar v klinični praksi vzbuja skrb. Potrebne 
so nadaljnje raziskave, ki bi potrdile povezavo inhibitorjev BRAF z radiosenzibilizacijo 
zdravega obsevanega tkiva (Zahnreich et al., 2016). Walter in Heinzerling (2018) v svoji 
raziskavi navajata, da inhibitorji BRAF v kombinaciji z ionizirajočim sevanjem ne delujejo 
sinergistično. Ugotovila sta, da se delež preživetja celic primarnega malignega melanoma s 
prisotno mutacijo V600E na genu braf zmanjša pri kombinaciji obsevanja z 
vemurafenibom na račun povzročitve nekroze celic. Narayana in sodelavci (2013) so 
raziskovali učinek kombiniranega zdravljena možganskih metastaz s kombinacijo 
obsevanja in vemurafeniba. Preživetje se je pri zdravljenih pacientih povečalo za 13,7 
meseca. Pretekle raziskave so potrdile nastanek stranskih učinkov sočasne uporabe 
vemurafeniba in radioterapije, vendar ostaja farmakodinamična povezava med 
ionizirajočimi žarki in vemurafenibom še neraziskana (Boussemart et al., 2013).  
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6 ZAKLJUČEK  
V naši raziskavi smo potrdili postavljeni hipotezi. Obstaja razlika v deležu preživelih celic 
z in brez prisotne mutacije v genu braf, če jih izpostavimo kombiniranemu načinu 
zdravljenja z obsevanjem in vemurafenibom v primerjavi s posameznim načinom 
zdravljenja. Celice s prisotno mutacijo v genu braf so bolj občutljive na kombinirano 
zdravljenje z vemurafenibom in radioterapijo v primerjavi s celicami brez mutacije v genu 
braf.  
Delež preživetja celic SK-MEL-28 z mutacijo v genu braf po izpostavitvi vemurafenibu je 
nižji kot delež preživetja celic CHL-1, ki nimajo mutiranega braf. Delež preživetja celic 
SK-MEL-28 se zmanjša tudi pri kombinaciji obsevanja z vemurafenibom v primerjavi s 
posameznim načinom izpostavitve celic. Vemurafenib pa ne vpliva na preživetje celic 
CHL-1, ki nimajo mutiranega braf.  
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